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RESUMO

Lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a hidrélise de triacilglicerol em acilglicerol e
acidos graxos livre. As lipases também possuem funcdo de esterase em ambientes
hidrofébicos, catalisando reagdes de esterificagdo e transesterificacao (acidolise, alcoolise e
interesterificacdo). Essas enzimas podem ser obtidas a partir de fonte animal, vegetal ou
microbiana, sendo os fungos os melhores produtores da enzima. Estas tém vasta aplicagdo
industrial, auxiliando nos processos das industrias farmacéutica, alimenticia, producao de
biodiesel e tratamento de residuos. O objetivo do trabalho foi realizar uma revisao
bibliografica sobre as principais técnicas de purificacdo de lipases fungicas, abordando os
métodos de cromatografia de troca idnica e interacdo hidrofobica, precipitacdo salina e
isoelétrica, extragdao liquido-liquido por Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) e filtragao por
membranas. A pesquisa foi realizada em bases de dados abordando este tema, além de
dissertagdes, teses, livros, dentre outros. As técnicas de purificagdo da lipase se fazem
necessarias para separar a enzima de outros compostos que ndo sdo de interesse, sendo
necessario um desenvolvimento continuo de estratégias de purificagcdo eficientes e baratas.
Constatou-se que a extracao liquido-liquido com sistema aquoso bifasico ¢ eficiente e de
baixo custo para purificagdo da lipase fungica. Neste tipo de operacdo unitaria, destaca-se o
uso das micelas reversas do tensoativo anidnico bis-2-etilhexil sulfoccinato de s6dio (AOT)
em isooctano para a purificacdo de lipase produzida por fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium. Verificou-se que os métodos cromatograficos permitem a obten¢do das enzimas
com um grau de pureza mais elevado, quando comparado com as demais técnicas. No método
de filtracdo por membrana, a ultrafiltracdo foi a técnica mais empregada para a purificacdo de
lipases fungicas, sendo em alguns casos combinados com a operacdo de extragdo liquido-
liquido por sistema aquoso bifésicos, a fim de aumentar o rendimento de purificacdo. Conclui-
se que os processos de purificagdo de lipase fungica abordados neste trabalho sdo atrativos
para aplicacdo industrial.

Palavras-chave:  Lipases. Leveduras. Fungos. Extracdo. Cromatografia. Precipitagdo.

Filtragdo. Separagdo.



ABSTRACT

Lipases (EC 3.1.1.3) are enzymes that catalyze the hydrolysis of triacylglycerol into
acylglycerol and free fatty acids. Lipases also have an esterase function in hydrophobic
environments, catalyzing esterification and transesterification reactions (acidolysis, alkolysis,
and interesterification). These enzymes can be obtained from animal, plant or microbial
sources, being fungi the best producers of the enzyme. These enzymes have lots of industrial
application as in the pharmaceutical and food industries, biodiesel production and waste
treatment. The aim of this work was to present a literature review about the main techniques
for purification of fungal lipases, addressing the methods of ion exchange and hydrophobic
interaction chromatography, salt and isoelectric precipitation, liquid-liquid extraction by
aqueous two phases systems (ATPS) and membrane filtration. The research was carried out in
databases covering this topic, as well as theses, books, among others. Lipase purification
techniques are necessary to separate the enzyme from other compounds that are not of
interest, and a continuous development of efficient and cheap purification strategies is
necessary. It was found that liquid-liquid extraction with an aqueous two-phase system is
efficient and present low cost for fungal lipase purification. In this type of unit operation, the
use of reverse micelles from the anionic surfactant bis-2-ethylhexyl sulfosuccinate (AOT) in
isooctane stands out for the purification of lipase from Aspergillus and Penicillium. It was
found that the chromatographic methods allow obtaining the enzymes with a higher degree of
purity, when compared to other techniques. Using the membrane filtration method, the
ultrafiltration was the most employed technique for the purification of fungal lipases, being in
some cases combined with the liquid-liquid extraction operation by aqueous two-phase
system. It is concluded that the fungal lipase purification processes discussed in this work are
promising for industrial application.

Keywords: Lipases. Yeasts. Fungi. Extraction. Chromatography. Precipitation. Filtration.

Separation.
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1 INTRODUCAO

As enzimas sdo macromoléculas proteicas que aumentam as velocidades das reagdes
quimicas agindo em substratos especificos, tendo sua atividade influenciada pela agdo da
temperatura, pH, concentragdo da enzima e do substrato. Dentre as enzimas utilizadas
industrialmente, a lipase se destaca por ser abundante na natureza, além de apresentar alta
eficiéncia na catalisagdo em meio ndo aquoso e vasta aplicabilidade em diversos segmentos
industriais (TAN et al., 2018; THAKUR, 2012; GANDHI, 1997).

Lipases (EC 3.1.1.3) sdao enzimas capazes de catalisar a hidrolise de acidos graxos
insoltiveis em acilglicerol e 4cidos graxos livres e, em ambientes hidrofobicos catalisam
reacoes de sinteses como esterificagdo ¢ transesterificagdo (acidolise, alcoolise e
interesterificacdo) (BETTELHEIM et al., 2012). As reagdes catalisadas pelas lipases podem
apresentar especificidade quanto ao substrato, & posi¢ao do grupo acila do triglicerideo, ao
comprimento da cadeia de acido graxo e a presenca de insaturacdes na cadeia carbonica
(CASTRO et al., 2004).

O emprego da lipase se entende em diversos campos que necessitam da hidrélise de
lipideos, como por exemplo, na producdo de ésteres para uso na industria farmacéutica
(CRUZ et al., 2015), no tratamento de residuos hidrolisando 6leos poluentes (KUMARI et al.,
2017; RODRIGUES et al., 2016), e no setor alimenticio essa biomolécula pode ser usada na
quebra de 6leos vegetais (MAROTTI et al., 2017), como emulsificante (GANDRA et al.,
2008), na producdo de aromas (OLIVEIRA, 2010, MACEDO; PASTORE, 1997), na
interesterificacdo enzimatica para producdo de gorduras zero trans (RIBEIRO et al., 2007) e
na obtengdo de shortening (RODRIGUEZ et al., 2001).

A obtengdo de lipase utilizando fontes microbioldgicas vem sendo cada vez mais
estudadas (TURATI et al., 2018; CAO; LIAO; FENG, 2019; FERREIRA, 2016;
CARVALHO et al., 2017; BASHEER e THENMOZHI, 2010), podendo esta ser produzida
por bactérias (YELE; DESAI 2015) ou por células integras no micélio de fungos
filamentosos. Os maiores produtores de lipase sdo os fungos pertencentes aos géneros
Aspergillus sp., Penicillium sp., Geotrichum sp., Mucor sp. € Rhizomucor sp. (CORTEZ et al.,
2017).

Existem duas formas de obtencdo de lipases microbianas, sendo elas: a fermentagdo
submersa ou a fermentagdo em estado solido. A escolha do tipo de fermentagdo depende do
microrganismo a ser utilizado, como por exemplo os fungos, que apresentam capacidade de

crescimento em fermentagdes no estado solido e submerso (PENHA et al., 2016), enquanto



bactérias e leveduras tém facilidade de crescerem em ambientes liquidos (OLIVEIRA ef al.,
2013). Em ambos os casos, os residuos agroindustriais (SALIHU et al., 2012) t€ém ganhado
um papel de destaque como potenciais substratos tanto para a fermentacdo solida, na qual
ocorre de forma mais lenta, quanto para a fermentagdo submersa, no qual os nutrientes se
encontram diluidos em liquidos e sdao consumidos rapidamente pelos microrganismos
(SUBRAMANIYAM e VIMALA, 2012).

Os fungos filamentosos foram considerados os microrganismos mais adaptados para
produgdo de enzimas em relagdo a outras espécies de microrganismos estudadas (SALIHU et
al., 2012). Dentro desta classe de fungos, destaca-se em numero de espécies capazes de
produzir lipase os géneros Aspergillus e Penicilium (CORTEZ et al., 2017).

O processo de purificagdo ¢ fundamental na obtencdo e aplicacdo industrial de uma
enzima. Nesse sentido, apds a fermentagdo, a enzima se encontra em um meio contendo uma
série de outros compostos que nao sao de interesse (MALDONADO, 2006), sendo necessaria
a escolha de um processo de purificacdo enzimética eficiente. Dentre os métodos utilizados
para a purificacdo de lipases, destaca-se as cromatografias de troca idnica e interagdo
hidrofobica, precipitacdo salina e isoelétrica, extragdo liquido-liquido por Sistemas Aquosos
Bifasicos (SAB), micelas reversas e filtragdo por membranas.

A cromatografia consiste na separagdo do soluto entre uma fase movel e outra
estaciondria. Na cromatografia de troca idnica, essa separacao ocorre pela diferenga de cargas
elétricas entre as moléculas, na qual algumas terdo maior afinidade pela fase mével e outras
pela fase estacionaria. J4 na cromatografia de interacao hidrofobica, a separagdo entre essas
duas fases ocorre pela diferenga de hidrofobicidade dos componentes (ZUNIGA et al., 2003).
Turati et al. (2019) purificaram lipase de fungos do género Penicillium utilizando a
cromatografia de interacdo hidrofébica, enquanto Cao; Liao; Feng, (2019) purificaram lipase
de fungos do género Trichosporon, utilizando a cromatografia de troca i6nica, na qual ambas
as pesquisas obtiveram resultados satisfatorios.

A extragdo liquido-liquido ocorre quando um solvente liquido extrai um componente
de interesse a partir de outra solugdo liquida. O sistema aquoso bifasico ¢ obtido a partir de
duas fases liquidas imisciveis ou parcialmente misciveis entre si, podendo ser do tipo
polimero-sal, alcool-sal ou polimero-polimero; liquido idnico-sal, liquido i16nico-alcool, entre
outros (FERRAZ et al., 2018; VENTURA ¢ COUTINHO, 2016).

Lipases de fungos e leveduras como as provenientes de Aspergillus Niger

(FERREIRA, 2016) e Yarrowia lipolytica (CARVALHO et al., 2017) foram purificadas pela



extragdao liquido-liquido em sistemas aquosos bifasicos. Ambas os sistemas utilizaram o
polietilenoglicol em uma das fases do SAB, sendo alcangados resultados satisfatorios.

A precipitacdo salina ocorre quando proteinas se encontram em um meio aquoso, onde
a adicao de sais ira promover neutralizagdo das cargas e redu¢do da camada de hidrata¢do na
superficie destas (PESSOA e KILIKAN, 2005; CHANG, 2008; CARVALHO, 2015),
provocando a insolubilizagdo da biomolécula no meio, com consequente precipitagdo e
purificagao.

Na precipitacao isoelétrica, o pH da solucgdo ¢ ajustado ao ponto isoelétrico da proteina
para que haja uma diminuicao das repulsdes eletrostaticas e uma solubilidade minima desta no
meio (HARRISON ez al., 2003). O ponto isoelétrico ¢ o pH onde a carga elétrica liquida
molecular ¢ nula, havendo assim uma minima repulsdo entre as moléculas, favorecendo as
interagdes proteina-proteina (LIMA, 2006) e, como consequéncia, a separagdao do aglomerado
proteico precipitado.

Kamansky (2017) purificou lipases de Aspergillus niger utilizando precipitagdo com
sal e precipitagdo com solventes organicos. Como resultados, no teste utilizando NaCl no
meio e etanol como solvente organico, se obteve um fator de purificacdo de 9 vezes e um
rendimento de 157,31%. Ja no teste utilizando NaCl no extrato bruto e acetona como solvente
organico, foi alcangado um fator de purifica¢do de 11 vezes e rendimento igual a 263,77%.

No método de micelas reversas, as micelas sdo formadas quando um tensoativo ¢
colocado em um solvente apolar, onde a cabeca polar do tensoativo se volta para o centro
enquanto a cauda hidrofobica fica em contato com o solvente (YANG e ROBB, 2005). Este
processo de separacdo consiste na mistura de uma fase aquosa tamponada com a fase micelar
seguida de centrifugacdo, resultando numa fase aquosa residual e uma micelar. Apos feita a
mistura dessa fase micelar com uma nova fase aquosa tamponada seguida novamente de
centrifugacao, ¢ obtida uma fase aquosa e a enzima separada (NEIRA-VIELMA et al., 2020).

A filtragdo por membrana ¢ um processo em que uma barreira seletiva formada por
uma membrana separa um ou mais compostos por filtracdo, onde a for¢a motriz desse
processo pode ser uma diferenca de concentracdo ou de pressdo. Dependendo do tamanho da
particula e propriedades fisico-quimicas, a filtragdo pode ser classificada como micro, nano
ou ultra filtragdo (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

Basheer e Thenmozhi (2010) purificaram as lipases de fungos dos géneros Penicillium
e Aspergillus por micelas reversas e Reinehr et al. (2015) utilizaram um moddulo de filtragdo

tangencial e membranas de microfiltragao e ultra filtragao para purificar lipase de Aspergillus



niger. Ambos os trabalhos obtiveram resultados satisfatorios utilizando esses métodos para
purificar lipase fingica.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo apresentar as principais
operagdes unitarias empregadas na purificagdo de lipases fungicas, por meio de uma revisao

de literatura.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

O objetivo do presente trabalho foi realizar uma revisao bibliografica detalhada sobre

os principais métodos de purificagdo de lipases fingicas.

2.2. Objetivos Especificos

e Abordar aspectos da producdo de lipase fungicas, os substratos empregados,
rendimentos e eficiéncia do processo fermentativo;

e Apresentar algumas areas de aplicagdo das lipases microbianas;

e Explicar em detalhes os processos de purificacdo: cromatografia de troca idnica e
interacao hidrofobica, precipitagao salina e isoelétrica, extracao liquido-liquido por
Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) e por micelas reversas e filtragdo por
membranas;

* Apresentar algumas pesquisas sobre purificacdo de lipases fingicas, envolvendo as

operagdes unitarias mencionadas anteriormente.



3. METODOLOGIA

A pesquisa bibliografica foi realizada utilizando como base de dados livros, artigos,
dissertacdes, teses, dentre outros materiais considerados importantes. A triagem do material
foi realizada afim de selecionar artigos em revistas de alto impacto, citacdes e publicacdes

atuais, dando suporte a pesquisa. As etapas dessa pesquisa foram:

1* etapa: Foi definido o tema abordado no trabalho. O tema proposto foi Técnicas de
purificagao de lipases fungica: Uma revisao de literatura. Em seguida determinou-se quais as
técnicas de purificagdo de lipase fingica seriam abordadas e as palavras-chave utilizadas para
realizar as pesquisas;

Palavras Chave: Lipases (Lipases); Leveduras (Yeasts); Fungos (Fungi); Extragdo
(Extraction); Cromatografia (Chromatography); Precipitacdo (Precipitation); Filtracao

(Filtration); Separacdo (Separation).

2% etapa: Utilizando as palavras chave citas foi realizado uma pesquisa bibliografica nas bases
de dados: Scorpus, Scielo, Science Direct, Google académico e em livros de tecnologias

emergentes de processamento de alimentos.

3% etapa: Foi feita uma selecdo do material encontrado: artigos, em especial os mais atuais e

publicados em revistas de alto impacto € com maiores citagoes.

4% etapa: Realizou-se uma avaliagdo dos materiais selecionados: leitura e selecdo dos artigos

mais relevantes ao tema proposto.

5* etapa: Foi feita uma sintese e organizacdo das informagdes: resumo das informagdes

contidas nos artigos, teses e dissertagdes. Redacao da monografia.



4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. Fungos

Fungos sdo organismos eucariotos podendo ser unicelulares (leveduras, quitridias) ou
multicelulares, possuindo normalmente dois nticleos em suas células. Sao seres heterotroficos
que obtém energia através da degradagdo de material organico presente na natureza. Essa
degradacdo ocorre quando eles colonizam o material orgénico (substrato) e secretam enzimas
que tem por fun¢do promover a quebra de moléculas deste material. Essas moléculas serdo
absorvidas através da parede e membrana celular fungica, sendo utilizadas para seu
metabolismo normal (SILVA e COELHO, 2006).

Dentre as varias enzimas passiveis de serem secretadas por fungos, destaca-se neste
trabalho, as lipases. As cepas de fungos possuem um grande potencial de produ¢do de lipase,
variando de acordo com a cepa e o substrato utilizado para o crescimento, produzindo lipases
com propriedades cataliticas importantes para uma diversidade de aplicagdes comerciais

(PANDEY et al., 2016).

4.2. Lipase

Lipases sdo triacilglicerol-acil hidrolases (E.C. 3.1.1.3) que catalisam a hidrélise do
triacilglicerol convertendo-o em glicerol e acidos graxos. Segundo Thakur (2012), as lipases
sdo encontradas com abundancia na natureza e produzidas tanto por plantas (PAQUES &
MACEDO, 2006), animais (LOWE, 2002) e microrganismos (COLLA; REINEHR; COSTA,
2012; MESSIAS et al., 2011).

Nesse contexto, as lipases, assim como as outras enzimas, possuem a capacidade de
aumentar a velocidade de uma reagao especifica, provocando o aumento da taxa de conversao
de um determinado substrato em um produto (DEVLIN, 2011). Devido a grande variedade de
reagdes capazes de serem catalisadas, com alta eficiéncia catalitica e alta especificidade com o
substrato, as enzimas sdo consideradas catalisadores que resultam em menores problemas
ambientais ¢ de toxicidade quando comparadas com catalisadores quimicos (SANTOS, 2007).

As lipases possuem alta eficiéncia nas reagdes de catalisagdo em meio ndo aquoso
devido a sua estabilidade em altas temperaturas, pH e solventes organicos (TAN et al., 2018).

Além disso, apresentam um grande potencial de uso em varios segmentos industriais que



trabalham com oleo e sua transformacao, como por exemplo industrias alimenticias (MEHTA
et al., 2021), farmacéuticas (LEONAVICIUTE et al., 2016), na produgdo de biocombustiveis
(WANCURA et al., 2019; SAHOO et al., 2016) e no tratamento de 4dguas residuais (SARAC
e UGUR, 2016; SALIHU et al., 2012).

4.3. Producio de lipase por fungos

A lipase microbiana ¢ produto da fermenta¢do de microrganismos em um substrato. A
producao desta enzima a partir de residuos agroindustriais € uma oOtima alternativa
biotecnoldgica devido a sua abundancia, apresentar baixo custo, além de ndo causar danos
ambientais (SALIHU et al., 2011). A fermentacdo deste microrganismo em um substrato pode

ocorrer tanto por meio da fermentacao semi-solida/sélida ou submersa.

4.3.1. Fermentacgao

A produgdo da lipase fungica pode ocorrer por fermentagdo submersa ou por
fermentacao semi-solida, segundo Pinto et al. (2005) também chamada de fermentagdo solida
ou em estado soélido (SANTOS et al., 2019; ROVEDA et al., 2010; REINEHR, 2015;
BONINE, 2011; SANTOS et al., 2018). Os processos fermentativos para produgdo de lipases
fingicas, assim como a grande maioria dos processos fermentativos, sdo realizados de forma
aerdbica, e esse oxigénio € inserido no processo por meio de aeragdo ou agitacdo do meio
fermentativo (ALONSO, 2001).

O processo de fermentacdo solida/semi-solida utiliza um substrato com baixa
quantidade de agua. As vantagens desse processo sdo: baixo custo da matéria-prima,
possibilidade de se obter uma enzima mais concentrada, € menor chance de contaminagao do
meio, por haver um baixo teor de umidade; enquanto que as principais desvantagens
observadas para esse tipo de fermentagdo sdo: meio com baixo grau de homogeneizacao,
necessidade do substrato passar por um pré-tratamento para eliminar possiveis contaminagoes,
dificuldade de medidas de pH, temperatura e umidade do meio, maior custo de mao de obra
para operacdo do equipamento em escala industrial (ALONSO, 2001; COUTO &
SANROMAN, 2006; MARTINS, 2001 citados por PINHEIRO, 2006).

Ja a fermentacdo submersa consiste em um meio na sua forma liquida, onde os

nutrientes sao soluveis (FEITOSA, 2009), e este tipo de fermentagao ¢ o mais utilizado para a



producao de lipases produzidas por fungos (ALONSO, 2001; MARTINS, 2001 citado por
PINHEIRO, 2006). As maiores vantagens observadas foram: homogeneidade do meio de
fermentacgdo, facilidade no controle de pardmetros do processo como temperatura ¢ pH por
sensores; tem como desvantagens: alta possibilidade de contaminagdo pelo elevado teor de
agua, obtengcdo de uma enzima extracelular muito diluida necessitando um processo de
concentracdo mais trabalhoso, alto custo dos meios utilizados (COUTO & SANROMAN,
2006; ALONSO, 2001; FEITOSA, 2009; PINHEIRO, 2006).

O tipo de microrganismo ira definir qual tipo de fermentacdo ¢ mais eficiente para o
uso. Fungos apresentam boa capacidade de crescimento tanto em fermentagdes no estado
solido e submerso (PENHA et al., 2016), enquanto bactérias e leveduras tém facilidade de
crescimento em ambientes liquidos (OLIVEIRA et al., 2013), sendo mais apropriada a
fermentag@o submersa.

Com relagdo a producao de lipases fungicas, tanto a fermentagdo submersa (SANTOS
et al., 2019; ROVEDA et al., 2010) quanto a fermentagdo so6lida / semi-solida se mostraram
eficientes (REINEHR, 2015; BONINE, 2011; SANTOS et al., 2018), com os autores obtendo
bons rendimentos na produgao desta enzima.

Roveda et al. (2010) conseguiram produzir lipase fungica utilizando fermentacao
submersa, dentre os fungos dos géneros Penicillium, Aspergillus, Trichoderma e Fusarium,)
os fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium foram os que conseguiram maiores atividades
enzimaticas em fermentagdo submersa. Souza et al. (2019) concluiram que as condigdes de
maior atividade enzimatica do fungo Aspergillus terreus foram nas condigdes de 45 °C, pH
11, 4,5% de substrato, 150 rpm de agitagdo, 8 dias e incubagdo a 25 °C.

Reinehr (2015) e Santos et al. (2018) também concluiram que a fermentacdo em
estado solido gera bons resultados para produgdo desta enzima com o fungo Aspergillus niger.
Bonine (2011) obteve bons resultados para produgao da lipase do fungo Myceliophthora sp.

por fermentagao solida, até mesmo melhores do que por fermentagao submersa.

4.3.2. Substratos

Estudos revelaram a viabilidade do uso de residuos agroindustriais como fonte de
nutrientes ou como suporte para imobilizar enzimas (KHOOTAMA, PUTRI e
HERMANSYAH, 2018; RAVINDRAN et al., 2018). De acordo com o estudo de Salihu et al.

(2012), os residuos que mostraram ser mais eficientes como substrato para producdo de
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lipases por fungos filamentosos foram farelos de trigo, soja e cevada, bolos de 6leo de

azeitona, gengibre, babagu, amendoim e pinhdo manso, residuos de mamona, matadouros e

bagaco de cana (SALIHU et al., 2012), além de farelo de trigo e espiga de milho

suplementados com azeite de oliva (DAMASO et al., 2008).

Na Tabela 1, encontra-se alguns exemplos de residuos agroindustriais utilizados nos

processos fermentativos para a sintese de lipase a partir de fungos.

Tabela 1 — Exemplos de residuos agroindustriais utilizados como substratos na produgado de

lipase fungica.

Residuo Fungos Utilizados Meio de Fermentagdo Autores
’ Agroindustrial
Oleos provenientes da Géneros Efluente de laticinios coletado nas ROVEDA,
fabricagao de azeite de Penicillium, saidas do equalizador e do aecrador HEMKEMEIE
oliva Aspergillus, do sistema de tratamento, R e COLLA
Trichoderma e adicionados de 0,1% de nitrato de (2010)
Fusarium sodio (NaNOs), 0,1% de fosfato
de potéssio monobdsico
(KH,POs), 0,05% de sulfato de
magnésio (MgS04.7H,0) e 1% de
azeite de oliva como indutor, em
pH 6,5.
Farelo de trigo e Aspergillus niger 100 g de farelo de trigo ou sabugo DAMASO et
sabugo de milho de milho umedecido com 60 mL al. (2008)
enriquecidos com 6leo de 0,91% (p / v) da solugdo de
de oliva sulfato de amoénio (pH 7) e das
fontes lipidicas: azeite de oliva
nas concentracdes (2,4, 8 ¢ 12% p
/ p) ou subprodutos industriais do
refino de 6leo de milho (4% (p /
p).
Torta de dendé Aspergillus niger 100 g de torta de dendé (massa PENHA et al.

(palmiste) e da borra

seca), umidificada com 80mL de

(2016)
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alcalina do refino do solucdo salina (NaCl 0,85%), pH
6leo de dendé (borra 7,0, ou 80mL de solucao de
de dendé¢) sulfato de amonio (1,2% m/v), pH

7,0, e adicionado ou ndo de
indutores (borra alcalina) na

concentragdo de 3% (m/m).

Efluente de moinho de  Fusarium solani Extrato de malte, (NH4)2S04, GEOFFRY ¢
6leo de palma CaCl,, MgSO0., azeite, peptona, ACHUR
K>HPO,, NaNO;, Tween-80, (2018)
efluente da fabricagdo de oleo de

palma.

Fonte: Do autor (2021).

Segundo Cortez et al. (2017), os maiores produtores de lipase sdo os fungos
pertencentes aos géneros Aspergillus sp., Penicillium sp., Geotrichum sp., Mucor sp. e
Rhizomucor sp. Nesse contexto, um estudo realizado por Roveda, Hemkemeier e Colla
(2010), concluiu que fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus foram os que apresentaram
maiores atividades enzimadticas dentre as 21 cepas de fungos isolados a partir de efluentes de
laticinios pertencentes aos géneros Penicilluim, Aspergillus, Trichoderma e Fusarium.

As condicdes ideais de atuagdo das lipases fungicas variam de acordo com a espécie
do microrganismo e meio de fermentagdo, como foi mostrado na Tabela 1. O extrato
enzimatico do Penicillium verrucosum, por exemplo, apresentou condi¢do ideal de atividade
na faixa de temperatura de 30 a 40 °C em pH 7,0 (PINHEIRO et al., 2008). Por outro lado, a
lipase produzida a partir do Aspergillus niger, na sua forma em pd, apresentou condi¢des
ideais de atividade a 30 °C, nao sendo especificada a faixa de pH (UTAMI et al., 2017). Para
o Aspergillus terreus, sua lipase purificada foi mais ativa em pH 6,0, na temperatura de 50 °C

(SETHI; NANDA; SAHOO, 2016).

4.4. Técnicas empregadas na purificacdo de lipases microbianas

Apos o processo de fermentacao, a enzima se encontrarda em um meio contendo varios

outros compostos que ndo sdo de interesse (MALDONADO, 2006). Para separar a enzima

destes outros produtos fermentativos, faz-se necessario o emprego da purificacao.
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As etapas do processo de purificagdo da lipase microbiana dependerao do local onde o
contetido foi produzido, podendo ser no interior ou exterior das células microbianas. Para uma
enzima que foi produzida fora da célula, o meio de rea¢do pode ser diretamente concentrado e
o produto purificado. Por outro lado, se o processo ocorreu no interior celular, sera necessario
o rompimento da célula microbiana para liberar o produto, sendo este seguido pela separagao
da enzima dos detritos (VENTURA e COUTINHO, 2016).

Segundo Ventura e Coutinho (2016), os passos que envolvem o processo de

purificacdo do composto de interesse, no geral, sdo (Figura 1):

Figura 1 — Processo de purificagdo da lipase microbiana:

Separacao das células apés a
fermentacao

Ex.: Centrifugacao, Filtracao

Concentracao/ Pré-purificacao
Ex.: Precipitacao de sais, Dialise

Purificacao

Ex.: Extracao Liquido-liquido,
Cromatografia

Isolamento/ Polimento

(Determinacao do nivel de pureza e
estabilidade/ atividade do produto alvo)

Fonte: Adaptado de VENTURA ¢ COUTINHO, (2016).

O fator de purificagdo (FP) da enzima ¢ a razio entre a atividade especifica da lipase
purificada e a atividade especifica de lipase bruta (Equagdo 1) (BIAZUS et al., 2010). A
recuperagao da enzima (REC) diz respeito a razao entre as atividades da enzima e seu volume

na forma bruta e purificada (Equagdo 2) (PORTO et al., 2008).

_ Atividade especifica dalipase purificada (1)

FpP
Atividade especifica dalipase bruta

@)
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( Atividade da enzima purificada x Volume purificado)

REC=
( Ativ. enzima alimentacdo |extrato bruto| x Vol .inicial do extrato adicionado)

4.4.1. Extrac¢ao Liquido-Liquido

A extragdo liquido-liquido ¢ um processo em que uma solucdo liquida extrai o
componente de interesse presente em outra solucao liquida. Como representado na Figura 2, o
sistema aquoso bifasico (SAB) ¢ normalmente descrito como sistemas resultantes da juncao
entre solugdes de dois polimeros, ou um polimero e um sal de alta for¢a idnica, que sdo
incompativeis. Quando dois polimeros sdo misturados, forma-se agregados grandes alterando
sua afinidade pelas moléculas e, portanto, tendem a se separar em duas diferentes fases
aquosas. Essa mesma separacdo em duas fases também ocorre quando um polimero ¢
misturado com uma alta concentragdo de sal, na qual esse sal ird interagir com as moléculas
de agua presentes, promovendo a separacao de fases (FERRAZ et al., 2018; VENTURA ¢
COUTINHO, 2016).

Figura 2 — Representacdo do Processo de Extracdo liquido-liquido por Sistemas

aquosos bifasicos:

Fase Fase
/ aquosa 1 / aquosa 1

\ Eose \ Fase
aquosa 2 aquosa 2
Fonte: Do autor (2021).

O processo de purificacdo de lipases fungicas por sistemas aquosos bifasicos vem se
mostrando cada vez mais eficiente. Na purificacdo da lipase produzida pela levedura
Yarrowia lipolytica, Carvalho et al., (2017) purificaram a enzima em uma Unica etapa
utilizando o polietilenoglicol e fosfato de potassio. J4 Duarte er al., (2015) testaram trés
sistemas diferentes como micelares, polietilenoglicol e sais de fosfato e polietilenoglicol e

acido poliacrilico, para purificacdo da lipase do Leucosporidium scottii. Como resultados, os
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sistemas micelares apresentaram um melhor resultado para extracdo da enzima em
comparagao aos outros dois.

Levando em consideracdo que a purificagdo ¢ a etapa mais cara do processo de
producdo da lipase, novas formas de purificagdo com um menor custo devem ser estudadas
(VENTURA e COUTINHO, 2016). Em uma pesquisa realizada para purificar a lipase de
Penicillium candidum, concluiu-se que o processo utilizando o sistema aquoso bifasico
promoveu uma recuperacdo primaria de lipase a um baixo custo (ALHELLI ef al., 2016), se
tornando um método de purificagdo vidvel economicamente para essa enzima.

Na etapa de purificacdo das enzimas de origem microbiana ou fungica, um fator a se
considerar juntamente com a faixa de pH e temperatura, ¢ a concentragdo das solugdes de
separa¢cdo, uma vez que também interfere na eficiéncia do processo e vem sendo estudada
recentemente (BHARATHI e RAJALAKSHM]I, 2019).

A Tabela 2 mostra os parametros ideais do processo de purificacdo utilizando o

sistema aquoso bifasico para a purificagao da lipase fingica.

Tabela 2 — Exemplos de trabalhos que utilizaram os Sistemas Aquosos Bifasicos para a

purificacdo de lipases fungicas.

Espécie fungica Condigoes 6timas Sistema aquoso Autores
produtora da lipase avaliadas para o bifasico utilizado
processo
Yarrowia lipolytica pH:6a7 Polietilenoglicol Carvalho et al.,
Temperatura: 35 a 40°C (PEG) e fosfato de 2017
potassio
Penicillium Concentragdes: 13,8% Polietilenoglicol Alhelli et al.,
candidum (p/p) de tampao fosfato, (PEG) e NaCl 2016

9,2% (p/p) de PEG-
3000 e 3,3% (p/p) de
NaCl.
Temperatura: 25°C

Leucosporidium pH:3 a8 Sistemas micelares de ~ Duarte et al.,
scottii Temperatura: 40°C duas fases aquosas 2015
(ATPMS)

Fonte: Do autor (2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/micellar-system
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4.4.2. Cromatografia

Para um melhor grau de purificagdo de moléculas, diferentes processos
cromatograficos sdo utilizados, como a cromatografia de troca idnica, filtragdo em gel e
cromatografia de afinidade (VENTURA e COUTINHO, 2016; GAUR e KHARE, 2017). Na

Figura 3, estd representado o esquema geral de um processo de purificagdo por cromatografia:

Figura 3 — Representacdo do Processo de Cromatografia:

F e %
Y &

e Soluto A + Soluto B + Fase

. »
-l movel

I::> l——h Fase estacionaria com
LN [ ]
[ ]

.. ® soluto A retido
..z +» Fase estacionaria :

& L Fase mével + soluto B

Fonte: Do autor (2021).

4.4.2.1 Cromatografia de troca ionica

A cromatografia de troca ionica ¢ um método de separagdo amplamente empregado na
purificacdo de biomateriais, como aminoacidos e proteinas (YAMAMOTO; NAKANISHI;
MATSUNO, 1998). Essa técnica ¢ considerada simples, com alta resolucdo, boa eficiéncia de
purificagdo e, ainda, realiza separacdes sob condigdes nao desnaturantes (ANDERSEN et al.,
2004; JINZENIJI, 2008).

O principio da cromatografia de troca idnica baseia-se no processo de troca de ions
envolvendo a fase mével e grupos de troca i6nica que ficam ligados ao material do suporte
(fase estacionaria). Com o intuito de separar ions, as colunas sdo classificadas como colunas
de troca catidnica ou anidnica, sendo utilizadas solugdes diluidas de ions como eluentes para
separa-los segundo sua natureza (SARZANINI, 1999). Na purificacdo de proteinas, o tipo de
trocador de ions (anidnico ou catidnico) vai depender da estabilidade da proteina em funcao

do pH do meio no qual esté inserida (PESSOA e KILIKIAN, 2005).
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A cromatografia de troca idnica ¢ comumente utilizada devido ao estabelecimento de
fortes interacdes eletrostaticas entre a enzima e as resinas de troca i0nica, possibilitando um
alto grau de purificagdo (KRIEGER et al., 1999; VENTURA e COUTINHO, 2016). Os
trocadores de ions mais empregados sdo os dietilaminoetil (DEAE) na troca anidnica e o

grupo carboximetil na troca catiénica (GAUR e KHARE, 2017).

4.4.2.2 Cromatografia de interacio hidrofobica

Na cromatografia de interacdo hidrofobica, hd uma fase estaciondria que contém
agentes ligantes hidrofobicos capazes de reter as moléculas hidrofobicas presentes na fase
movel. Essa forca de interacdo entre as moléculas e os agentes ligantes depende de fatores
como a densidade dos grupos hidrofobicos presentes na superficie da biomolécula, o tipo e o
grau de substituicdo dos ligantes hidrofobicos que estdo na matriz polimérica (fase
estacionaria) (JANSON e RYDEN, 1993).

Nesse tipo de cromatografia, as interagdes sdo potencializadas na presenca de sais que
favorecem a precipitagdo de proteinas. A adsor¢do ou a dessorcdo das proteinas ird ser
favorecida dependendo da concentragdo de sal da fase movel. Uma fase mével com alta
concentracdo salina adsorverd as proteinas, enquanto uma diminui¢do da concentracdo salina
ira favorecer o processo de dessor¢do (MELANDER e HORVATH, 1977; FAUSNAUGH e
REGNIER, 1986; ROE, 1989; RADKE, 2013).

J4 a cromatografia de afinidade ¢ mais aplicada em um estagio inicial da purificagao
devido ao alto custo dos materiais que sdo requeridos. Desta forma, a cromatografia de
filtracdo em gel ou a cromatografia de troca ionica sdo preferencialmente utilizadas devido
aos custos mais baixos de seus materiais (VENTURA e COUTINHO, 2016).

A cromatografia de filtragdo em gel, mesmo possuindo baixo grau de purificacao,
pode ser aplicada como etapa inicial de concentragdo ou na contribuicdo final para o produto
ou polimento (VENTURA e COUTINHO, 2016). Nesse contexto, pode ser observado nos
trabalhos de Ulker e Karaoglu (2012) e Shu, Yang e Yan, (2007), que os autores utilizaram as
técnicas de cromatografia de filtracdo em gel combinadas com cromatografia de troca ionica e
cromatografia de troca anidnica. Em seus trabalhos, os autores conseguiram bons resultados
na otimizacdo dos parametros pH e temperatura para a purificagdo da lipase dos fungos
Mucor hiemalis f. corticola e Aspergillus niger utilizando as técnicas de purificagdo citadas

acima. Turati et al (2019) purificaram lipases flingicas de Penicillium utilizando a


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/penicillium
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1389172312001934#!
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cromatografia de interagdao hidrofobica obtendo resultados satisfatorios, uma vez que a técnica
empregada ¢ considerada bastante eficiente para purificar lipases com grandes superficies
hidrofobicas (GAUR e KHARE, 2017).

Em outros trabalhos consultados, também foi possivel observar que o tipo de
cromatografia mais utilizado para a purificagdo de lipase fungica foi a cromatografia de troca
ionica (ULKER e KARAOGLU, 2012; SHU; YANG; YAN, 2007; CAO; LIAO; FENG,
2019; TRODLER et al., 2008).

Na Tabela 3 sdo apresentados alguns trabalhos em que foram empregadas técnicas

cromatograficas para a purificacao de lipases fungicas.

Tabela 3 — Exemplo de alguns trabalhos que empregaram técnicas cromatograficas para a

purificacdo de lipases flingica.

Fungo produtor Tipo de cromatografia Autores
da lipase
Mucor hiemalis cromatografia de filtracdo em gel e ULKER e KARAOGLU,
f- corticola cromatografia de troca idnica 2012
Aspergillus cromatografia de troca anionica e SHU; YANG; YAN,
niger cromatografia de filtracdo em gel 2007
Trichosporon sp cromatografia de troca anidnica CAOQO; LIAO; FENG,
2019
Candida cromatografia de troca idnica TRODLER et al., 2008
antarctica
Penicillium sp cromatografia de intera¢do hidrofobica TURATI et al., 2019

Fonte: Do autor (2021).
4.4.3. Precipitacao

A precipitagdo ¢ um dos processos usados para purificar biomoléculas, servindo para
separar e recuperar proteinas soliiveis. O processo de separa¢do e recuperagdo ocorre por
meio da utilizagdo de substancias que tem capacidade de interagir com as ligagcdes de
hidrogénio das moléculas de proteina, fazendo com que estas possam se aglomerar
diminuindo assim seu volume (Figura 4). A precipitagdo ¢ muito utilizada na industria como
uma etapa inicial do processo de purificacdo por ser considerada um método simples

(ZUNIGA et al., 2003).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/penicillium
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hydrophobic-interaction-chromatography
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Figura 4 — Representacdao do Processo de Precipitagdo:

O A

® . . _. _ Repulsdo eletrostatica |
- . .D | ' ._ . | : Constante Dielétrica | !

Solubilidade das proteinas

Alteragdo do meio: Aeregacio
Moléculas de_ Indugdo do pH ao PI
Proteina no meio Adigdo de solventes orginicos
Adicdo de sais

Fonte: Do autor (2021).

A precipitagdo isoelétrica de proteinas, ¢ uma técnica ao qual o pH da solugdo ¢
induzido ao seu ponto isoelétrico (carga global da proteina nula), para que ocorra uma
diminui¢do das repulsdes eletrostaticas e uma solubilidade minima (HARRISON et al., 2003).
A repulsdo eletrostatica ¢ reduzida quando o pH do meio se aproxima do ponto isoelétrico da
proteina, causando uma agregacao. Essa agrega¢do formara uma concentragcdo do produto que
se encontrara parcialmente purificado e de facil recuperagao (WALSH e HEADON, 1994).

A precipitagdo de proteinas pela adicdo de solventes organicos ocorre devido a
reducdo da constante dielétrica do meio em que esta contida, promovendo assim a interagdo
de suas cargas e, consequentemente, agregacao das proteinas. Para evitar uma desnaturacao
proteica causada pelos solventes, pode ser adotada a redugdo da temperatura para valores em
torno de 0 °C, ja que, com o objetivo de diminuir a flexibilidade das biomoléculas, faz-se com
que diminua a capacidade de penetragdo do solvente nas enzimas (BOHORQUEZ, 2014;
PESSOA e KILIKIAN, 2005).

O principio da precipitacdo salina, envolve o uso de sais no qual leva a uma
diminui¢do da solubilidade das proteinas. Isto ocorre porque os sais dissociados interagiram
com as moléculas de agua de forma que ocorrera uma remog¢ao da camada de adgua envolta da
proteina favorecendo a interagdo proteina-proteina (“salting-out”). Por estar presente nas duas
fases que se formam, sd3o necessarias outras operagoes de purificagdo para a eliminagdo desse
sal (PIOVANI; MARINHO; WATANABE, 2014).

Preczescki (2017) concentrou lipases de Aspergillus niger por precipitacdo salina e
solventes orgéanicos, aplicando-as na hidrolise de oleo residual de fritura. Obtiveram os
melhores fatores de purificagdo para a precipitagao utilizando o solvente acetona em uma
vazao de 19,24 mL/min, a uma concentra¢do de 50%, adicionado de 0,5 mol/L de NaCl. Ao

utilizar o alcool etilico como solvente, o autor verificou que o melhor fator de purificacio foi
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obtido para a vazao de 0,76 mL/min, em 50% de solvente e com 0,5 mol/L de NaCl. Além
disso, o melhor rendimento utilizando acetona foi de 263,78% e de 157,31% para o etanol.
Outros trabalhos que utilizaram a precipitacao salina e/ou por adi¢ao de solventes para

a purificacdo de lipases fungicas sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Exemplos de trabalhos que empregaram a precipitagdo para a purificagao de

lipases fungicas.

Espécie Tipo de Substancias Rendimento/ Autores
fingica precipitagdo utilizadas Fator de purificacao/
produtora da Recuperagao
lipase
Rhizopus Solvente Acetona (80%)  Fator de purificagdo =~ KRIEGER et
oryzae organico de 160 ¢ al., (1999);

Recuperacdo de 64% CHAHINIAN
et al., (2000);

Penicillium Salina Sulfato de amoénio Fator de purificacao RAZAK et al.,
cyclopium de 590 e (1997)
Recuperagao de 30%
Penicillium Salina Sulfato de amonio Recuperacao de
citrinum 15,2% e Fator de
purificacao de 379

Fonte: Do autor (2021).

4.4.4. Filtracao por membrana

Filtracdo por membrana ¢ uma tecnologia que utiliza uma barreira semipermeavel que
filtra as particulas separando um ou mais compostos em que, a fracdo que ultrapassa a barreira
¢ chamada de permeado ¢ a que fica retida ¢ chamada de retentado (WANKAT, 2006).

Essa barreira semipermedvel ¢ uma membrana. Para o processo de separagdo
acontecer deve-se haver uma for¢a motriz para promover a passagem da substancia através
dessa membrana, em que essa forga pode ser um gradiente de concentracdo ou de pressdao
(HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). A Figura 5 esquematiza resumidamente o
processo de filtragdo por membranas:

Figura 5 — Representagao do Processo de Filtragdo por Membranas:



20

Retentado —

Gradiente de Concentragao ou de Pressao

Fonte: Do autor (2021).

— Permeado

BUBIQUIB|A

As vantagens da filtragdo por membrana em rela¢do a outros métodos de purificacao,
observadas por Habert, Borges e Nobrega, (2006) foram: alta seletividade; realizagdo do
processo em temperatura ambiente, ndo alterando substincias sensiveis a temperatura; e

operagdo simples.

4.4.4.1. Ultrafiltracao

Assim como os outros tipos de filtracdo, na ultrafiltragdo ¢ usado uma membrana onde
ocorre a separagdo de um composto. No entanto, neste caso, as membranas atuam através da
pressdo com valores adequados de operagdo transmembrana inferiores a 10 bar, com o
diametro de poros das membranas variando entre 0,05 um e 0,001 um, retendo particulas com
massa molar entre 300 ¢ 500.000 Daltons (BOSCHI, 2006; MULDER, 1996, BALDASSO,
2008). Essas membranas retém, por exemplo, gorduras, emulsdes, proteinas, lactose e
polimeros coloidais (PEPPIN e ELLIOT, 2001).

Devido a grande importancia do tamanho dos poros da membrana neste processo, a
escolha adequada desta se faz necessario para evitar o “fouling”, nome dado ao fendmeno que
ocorre devido ao acumulo de matéria organica e formagdo de torta bacteriana, causando
entupimento da membrana e, consequentemente, a queda no fluxo de permeado (MENG et
al., 2009).

Diferentes tipos de processos de filtragdo por membrana requerem forgas motrizes
diferentes, como também irdo reter ou permear substancias com tamanhos de particulas e
propriedades fisico-quimicas distintas. Nesse contexto, esses processos siao usados para

aplicacoes diferentes, como pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5 — Principais processos de separagdo por membranas

Processo Forca Material Retido Material que Aplicagoes
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Motriz permeia
Coloides, .
) Fracionamento/
macromoléculas. Agua (solvente),
Ultrafiltracdo AP ‘ ‘ concentragdo de proteinas,
Massa molar > sais soluveis de
(UF) (1-7 atm) . recuperacdo de
5000 Da baixa massa molar. ‘
pigmentos/dleos.
Moléculas de
Nanofil massa molar Agua, sais Purif q '
anofiltrag¢ao ) ; urifica¢do de enzimas;
AP média 500 <MM € molg culas .
(NF) de baixa bioreatoes a membrana.
(5 -25 atm) <2.000 Da. massa molar
Dessalinizagao de aguas;
AP Todo material concentracao de suco de
Osmose . . .
(15 - soluvel ou Agua (solvente). frutas; desmineralizagao de
Inversa (OI)
80 atm) em suspensao. aguas.
Moléculas de ‘ S o
o Ions e organicos de  Hemodialise; rim artificial;
Dialise (D) AC massa molar > .
baixa massa molar recuperagdo de NaOH.
5.000 Da.
Macromoléculas e
Eletrodialise compostos nao , Concentragao solucdes
AE o Ions. ‘ _
(ED) 10nicos salinas; purifica¢do de dguas
Recuperacao de hidrogénio;
Permeacao AP 2 AC Gés menos Gés mais separacao CO/ CH4;
de gases (PG) permeavel permeavel. fracionamento do ar.
Pressdo de Liquido menos Liquido mais Desidratagao de alcoois;
Pervaporagao o
V) vapor permeavel. permeavel. eliminagdo de VOC da agua.

Fonte: HABERT; BORGES; NOBREGA, (2006).

Li et al. (2019), purificaram lipase extracelular de Aureobasidium pullulans usando

ultrafiltracdo e obtendo uma enzima capaz de hidrolisar varios tipos de 60leos comestiveis. Ja
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Reinehr et al. (2015), separaram e concentraram lipase de Aspergillus niger por processos
sequenciais de separagdo utilizando um modulo de filtragdo tangencial e membranas de
microfiltra¢do e ultrafiltragdo, obtendo resultados promissores.

Em alguns casos pode ser feito uma combinacdo da filtragdo por membrana com outro
método de purificagdo. Santos et al. (2015) purificaram parcialmente a lipase produzida por
Yarrowia lipolytica, por dois métodos, sendo eles o sistema aquoso bifasico utilizando
polietilenoglicol (1500 Da) e fosfato de sddio (20% m/m) com variagdo de pH (6 e 8) em 4 °C
e 25 °C, e com a ultrafiltragdo tangencial em membranas de 10 kDa. Os resultados obtidos
demonstraram que ambos os tratamentos apresentaram tolerancia a faixa de temperatura de 20
a 50 °C, e pH de 4 a 8,5 a 150 minutos de exposi¢do, com atividade relativa superior a 50%,
no entanto, o fator de purificagdo no sistema aquoso bifasico foi maior que na ultrafiltracdo
(34,74 e 6,55, respetivamente).

Lipases do fungo Penicillium chrysogenum foram purificadas com ultrafiltragdo em
combinagdo com colunas cromatograficas de phenyl-Sepharose e coluna Sephadex, sendo no
obtidos uma recupera¢do de 44% e fator de purificacdo igual a 30 (FERRER et al., 2002;
SAXENA et al.,2003).

Menocin (2011) utilizou uma combinacdo do sistema aquoso bifasico formado por
polietilenoglicol e tampao fosfato de potassio com o processo de separagdo por membrana, na
purificacdo de lipase de Penicillium crustosum. Como resultado, obteve um fator de
purificacdo em termos de atividade de hidrdlise menor, porém com relagdo a atividade de
transesterificacao obteve um aumento.

4.4.5. Micelas Reversas

Micelas sdo agregados de moléculas de tensoativos que se formam espontaneamente
no seio da solucdo, apos atingirem certa concentracdo na superficie (saturagdo) (BEHRING et
al., 2004). As micelas reversas se formam quando um tensoativo ¢ disposto em um solvente
apolar, formando agregados micelares, na qual a cabega do tensoativo fica voltado ao centro e
a cauda em contato com o solvente (YANG e ROBB, 2005).

Segundo a metodologia usada por Neira-Vielma et al. (2020), o sistema micelar
reverso pode ocorrer da seguinte forma: Na extracdo direta (Figura 6) sdo adicionados um
volume da fase aquosa tamponada (com KCl na faixa de 0 a 150 mM) e um volume igual da
fase micelar (AOT em isooctano na faixa de 10 a 200 mM). A solugdo ¢ entdo misturada por
um tempo, rotagdo e temperatura pré-determinados, afim de solubilizar a proteina em nucleos

aquosos de micelas reversas. Posteriormente, essa mistura ¢ centrifugada para a separagao de
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uma fase aquosa residual e uma fase micelar. J& na extracdo reversa (Figura 7), um
determinado volume dessa fase micelar com a proteina solubilizada ¢ adicionado a um
volume equivalente de nova solugdo aquosa tamponada (solugdo de stripping fresca) em pH
diferente contendo KCI variando de 0 a 300 mM. Em seguida, essa solugdo ¢ agitada e

centrifugada novamente para recuperar a enzima na fase aquosa (solugao de separagao).

Figura 6 — Representacdo do Processo de Micelas Reversas (Etapa Direta):

~
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solubilizada

Centrifugacdo

Fonte: Do autor (2021).

Figura 7 — Representagdo do Processo de Micelas Reversas (Etapa Reversa):
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Fonte: Do autor (2021).

Gaikaiwari; Wagh; Kulkarni (2012) obtiveram uma purificagdo de 15 vezes,
recuperacao de 80% e concentragdo de 2,5 vezes da lipase de Pseudomonas, com tempo de
processo de 45 minutos, utilizando o sistema micelar reverso usando surfactante anionico bis
(2-etilhexil) sulfosuccinato de sodio (AOT) em isooctano.

Ja Neira-Vielma et al. (2020) utilizaram o sistema micelar reverso AOT com a enzima
fitase de Aspergillus niger, alcancando um fator de purificagdo de 4,03, apresentando-se 1,15
vezes maior do que o relatado para o processo de purificagdo convencional.

Krieger et al. (1997) ndo conseguiram detectar a atividade da lipase de Penicillium
citrinum somente com a purificagdo por micela reversa AOT em isooctano. Para tanto, foi
necessario o processo de cromatografia de intera¢dao hidrofoébica em coluna Phenyl Superose
para a recuperacao da atividade lipolitica da enzima.

J& em uma pesquisa mais recente, lipases de fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium purificadas por extracdo reversa de micelas, obtiveram rendimento e atividade
melhorada que os métodos convencionais, tendo também um fator de purificagdo aumentado
em muitas vezes (BASHEER e THENMOZHI, 2010).

Em uma pesquisa realizada por Yu, Chu, Ji, (2003), obtiveram 100% do rendimento
na extragdo direta, 68% do rendimento na extracdo inversa e 45% do rendimento da
recuperacao da atividade para a lipase de leveduras, pelo método de micelas reversas AOT

em isooctano.

4.5. Aplicacoes das lipases microbianas

Lipases tem uma vasta aplicagdo nas industrias desde a area farmacéutica até a de
tratamento de residuos (RANI e JAGTAP, 2019; PASCOAL et al., 2018; XIAO; LI; PAN,
2017; RODRIGUES et al., 2016). Segundo Gandhi (1997) a industria farmacéutica e médica
podem se utilizar das lipases como biossensores e auxiliares de digestdo; a industria quimica
na sintese de ésteres e hidrdlise de gorduras; no tratamento de residuos decompondo lipideos
presentes em efluentes; e na industria de alimentos realizando varios processos como:
hidrolise de gorduras do leite, aumento do aroma e aceleracdo do processo de fermentagdo em
cervejas, desenvolvimento de aromas e reducdo no teor de gordura em carnes, além de
transesterificagdao de 6leos comestiveis. Também pode ser observada a aplicacao dessa enzima

na producao de aromas (OLIVEIRA, 2010, MACEDO; PASTORE,1997), interesterificagdo


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/isooctane
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enzimatica para producdo de gorduras zero trans (RIBEIRO et al., 2007), e obtencdo de
shortening (RODRIGUEZ et al., 2001).

Na industria de alimentos, além de desempenhar as fungdes citadas anteriormente em
lacteos, carnes e na fabricacdo de cervejas (GANDHI, 1997), a lipase tem mostrado grande
potencial de aplicacdo em hidrolise de 6leos vegetais com alto rendimento. Fungos do género
Penicillium (MAROTTI et al., 2017) e como emulsificante em paes (GANDRA et al., 2008).
Os autores concluiram que ha a possibilidade de substituir o emulsificante monoglicerideo por
lipase em formulagdes de paes de forma enriquecido com fibras.

O uso de lipases fungicas se mostrou efetivo no tratamento de residuos oleosos.
Rodrigues et al. (2016) avaliaram o tratamento de 4guas residuais oleosas e produgdo de
biodiesel a partir desses Oleos e graxas residuais. Os autores isolaram e utilizaram fungos do
género Penicillium e Rhizomucor de diversas fontes do ambiente, concluindo que houve alta
atividade lipasica extracelular e intracelular dos géneros Penicillium e Rhizomucor,
respectivamente, sendo estes promissores para o tratamento de dguas residuais oleosas e como
biocatalisador na producao de biodiesel a partir de residuos oleosos.

Outra utilizagdo na producdo de biodiesel foi feita utilizando a lipase do Rhizopus
Oryzae como catalisador da reacao de transesterificacao do 6leo de semente de borracha nao
comestivel. Os resultados mostraram um aumento de conversdo proporcional a medida da
concentracao do catalisador, mostrando a eficiéncia dessa enzima (VIPIN et al., 2016). Ja
Cruz et al. (2015) utilizaram da lipase do Rizhomucor miehei imobilizada em quitosana, na
producao de ésteres obtidos a partir da hidrolise do 6leo de Buriti para aplica¢dao na industria
farmacéutica.

5 CONSIDERACOES FINAIS

As lipases fungica tem uma ampla gama de aplicagdes em diversas areas, auxiliando
nos processos industriais como nas industrias farmacéutica, alimenticia, producdo de
biodiesel, tratamento de residuos, dentre outras. O substrato de alta eficiéncia para a produgao
deste tipo de enzima por fungos filamentosos sdo os residuos agroindustriais, com destaque
para os farelos (de trigo, soja e cevada), bolos de 6leo (de azeitona, gengibre, semente de
niger, babagu, amendoim e pinhdo manso), residuos de mamona e bagaco de cana, além de
serem uma alternativa com bom custo beneficio e sustentavel. Foi visto que as condigdes

6timas de produ¢do da lipase fingica variam de acordo com a espécie do fungo, sendo os
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maiores produtores desta enzima os fungos dos géneros Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Geotrichum sp., Mucor sp. € Rhizomucor sp.

As técnicas de purificacdo da lipase se fazem necessarias visto que, apos o processo de
fermentacgdo a lipase estard misturada a outros compostos que nao sao de interesse. Para tanto,
o estudo de uma técnica economicamente vidvel € importante pois a purificacao ¢ a etapa com
maior custo do processo. Processos como extragdo liquido-liquido, cromatografia, filtracdo
por membrana e sistema micelar reverso mostraram resultados satisfatorios na purificagdo de
enzimas microbianas.

A extragdo liquido-liquido se mostrou eficiente e de baixo custo para purificacao da
lipase do Penicillium candidum com sistema aquoso bifasico. J& com o uso dos métodos
cromatograficos permitem a obtencdo de lipases com maior grau de pureza, sendo as técnicas
mais utilizadas a cromatografia de troca ionica, filtracdo em gel e cromatografia de afinidade.
A precipitacao ¢ um método muito utilizado em etapas de pré-purificagdo, sendo muitas vezes
associado a outro método complementar.

No método de filtragdo por membrana, a purificagdo de lipase fingica mais observada
se deu por ultrafiltragdo e microfiltragdo, sendo alguns combinados com sistema aquoso
bifasico. J4 no sistema de micelas reversas os autores consultados obtiveram resultados
satisfatorios para lipase de leveduras e fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium, sendo o
método de micela reversa AOT em isooctano o mais utilizado.

Conclui-se que os processos de purificagdo de lipase fingica abordados neste trabalho

sdo atrativos para aplicacao industrial.
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